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　　　By　using　anti－synthetic　bradykinin（BK）antibody　in　combination　with　1251－tyrosyl－bradykinin，　a　se．nsi－
tive　and　speci丘。　radioimmunoassay　method　for　urinary　kinins　has　been　develoP．ed，　and　a　simplified　assay
system　for　the　measurement　of　urinary　kallikrein　activity　by　utilizing　this　kinin　radioim．皿ulloassay　has
also　been　e．stablished．
　　　In　the．　radloimmun6assay　system　of　kinin，　the　dose－response　curves　of　BK，　lysylBK　and　methiony1－
lysyl－BK　were　almo．st　identical．　The．refore，　it　should　be　thought　that　the　estimated　values　would　exhibit
the　total　kinins．　in　urine．　Since　a　chromatographic　study　did　not　demonstf．ate　any　substance　in　u「ine
samples　interfering　in　our　assay　system，　the　assay　was　performed　without　any　extraction　procedure・
　　　On　the　other　hand，　urinary　kallikrein　activity　was　measured　as　the　kinins　generated　by　incubation　of
50μof　urine　samples　with　1500　ng　of　kininogen．　Since　the　cross－r．eactivity　of　kininogen　in　our　kinin
radioimmunoassay　system　was　not　recognized　at　do．ses．　up　to　1．0μ9，　the　amount　of　untreated　kininoge．n
in　the　radiQimmunoassayed　samples　did　not　interfere　with　the　measurement　of　ki．nins．　This　eliminated
the　necessity　for　a　kininogen　extraction　procedure．　A　highly　significant　corre．1ation　was　observed　between
the　urinary　kallikrein　activities　deterlnined　by　our　assay　systern（kininogenase　activity）and　those　by　the
esterolytic　assay．
　　　Employing　these　methods，　measurements　were　taken　from　normal．subj6cts　ahd　patients　with　various
disQrder5，　with　the　urin母ry　kinins　excretion　and　the　urinary　kallikrein　activity　in　the　normal　subjects
being　34．5±3．0μg／day　and　2．9±0．4μg／min／day，　respectivelゾ．　　　　　　　　　　　　’
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　November　18，1981　and　accepted　January　19，1981）
1　緒 言
　　Kallikrein－kinin系が種々の腺組織．や血液中に存在する
ことはよく知られているが，最近は加えて腎組織中にもこ
の系が在り，尿中にkallikrein，　kininのいずれもが排泄
され．ることが明らかにされてきた1～6）．Kallikreinはkini－
nogenに働いて，作用物質であるkininを生成する酵素
であるが，ごく最：近は，このkininがNa利尿作用を有
するところがら，．腎性kallikrein－kinin系が水・電解質代
謝に重要な役割を果たしている可能性が推測される4～11）
ようになって．きた．そして，とくに本能性高血圧症や各種
高血圧性疾患，腎疾患におけるkallikrei血およびkinln
の排泄異常が報告1，12－18）されるにつれ，これらの疾患にお
けるkallikrein－ki血in系の病態生理．学的な役割がいっそう
注目されるようになった．しかし，kallikrein－kinin系の
測定法自体にも．問題があり，未だこれらについて．の明瞭な
結論はえられていない．すなわち従来の尿中kininの測定
は主として．bioassayにより行われていたが，測定感度や
特異性が低く，操作も．複雑であるなどの難点があり，これ
に代る新しいradloimmunoassay法の開発が待望されて
いた．そして，これまでいくつかのkinin　radiQi血muno－
assayの報告19～22）をみるが，いずれも測定感度，特異性の
上で満足すべきものとはいい難い．一方，尿中kallikrein
の測定は，主にesterase　assay23β25）あるいはkinin産生
能をみるkininogenase　assay26・27）によって行われてきた
が，esterase　assayは合成基質を用いるためその特異性
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に，またkininogenase　assayはkiHinの測定法自体に，
いずれも問題があった．そこで我々は，まず測定法の問題
を解決すべく，種々の検討を積み重ねた結果，1251－tyrosy1－
bradykininと合成bradykininに対する抗体の組み合わ
せから成る，特異的で且つ感度の極めて優れた尿中kinin
のradioi皿munoassayを確立し，さらにこれを用いた簡
便な尿中kallikrein活性（killin産生能）の測定法をも確
立した．そこで本論文では，第一に確立しえた尿中kinin
とkallikrein活性の新しい測定法を述べ，第二にこれら
の方法を用いて測定した各種高血圧症，腎疾患，その他浮
腫性疾患における尿中kinin，　kallikrein排泄量の変動に
ついて追跡しえた成績の一端を以下に報告する．
2研究方法
2・1K量ni賦のradioimmunoassay　　　　　二．．．、
　Kinin自体のradioimmhnoassayは，我々が既に報告
した方法28）に準拠し，その一部を改良して用いたピすな
わち，抗体はGoodfriend召’αZ．の方法29）に準じ，合成
bradykinin（大阪大学蛋白研究所製）をウシ血清albumin
（BSA）と結合させた．つまり，1．Om♂の水に溶解した6mg
の合成bradykininに，12　mgのBSAと0．5　mZの水に
溶いた501耳gの1－ethyl－3（dimethyl　aminopropyl）一car．
bodiimide（Qtt　Chemical　Company製）を加えて混和
し，2時間室温に放置した後，12時間の透析を行い，直ち
に凍結乾燥した，免疫を行う際には，これを0．9勿食塩水
に溶解し，等量のcomplete　Freund’s　adjuvant（Difco
Laboratories製）’を加えてemulsion化したものを用い，
3羽の雌家兎に2週ごとに皮内注射した．なお，1回の注
射液には0．7～0．8mgのbradykininが含まれていた．家
兎からは免疫開始後9ヵ月まで反復採血し，その都度抗体
の力価を検討した．
　標識抗原は，Greenwood　and　Hunterのchloramine
T法30）の変法により，合成tyrosy1－bradykinin（大阪大
学蛋白研究所製）を1251で標識し作製した．すなわち，合
成tyrosyl－bradykinin，　Na－125工（Amersham製），　chlor－
amine　Tを反応させた後，この混液を0．7×20cmのsuper一
五ne　Sephadex　G－25　column　chromatographyに通し
て，0．5努BSAを含む0．1　M酢酸にて溶出し，1mZずつ
の卸町それぞれについて放射能を測定した，なお，標識さ
れたtyrosyl－bradykininは抗体との結合能により同定
した．
　次に，測定の手順をFig．1に示す，　Standardには合
成bradykinin．を，またassay　bufferには10　mM　ethyl－
enediamine　tetraacetic　acid（EDTA）と3mM　phe－
nanthrolineを含むphosphate　bu鉦ered　saline（PBS　l
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Sample　or　Standard＋Assay　diluent（1％Egg　Albumin　in　PBS）
　　　　　　　　　　　　　　　　　→200μ1
　　　　十
100μlAntibra⑪kinin　serum（1：80，㎜）
100μ11ヘーTyr－B・・蜘i，（10，㎜、p．｝
↓一耽
400μ1　1％Bovineγ一gbbuiin　in　PBS
800μ1　25％Polyethyleneglycol　in　PBS
↓一…㎜餅・・一一
decant　the．Supernatant
　↓
count　the　precipitate　radioactivity
　　F圭9．1　Radioimmunoassay　procedure　for
　　　　　　measurement　of　urinary．kinins．
0．01Mphosphate，0，14　M　NaCl，　pH　7．0）に1％egg
albuminを加えたものをそれぞれ使用した．　Sampleおよ
び0．5P9から125　P9までの種々の量のstandardはassay
bu狂erを加えて200μZとし，これにassay　bu脆rで8万
倍に希釈した抗血清を100μ♂加えた．標識抗原は100μ♂
が約10，000cpmとなるようにassay　bufferで希釈し，そ
の100μZを用いた．このように，最終的に総量を400μZ
とし，40Cで12時間incubation，その後polyethylene
glyco1（PEG）法31）に従い，1傷ウシγ一globulinを含む
PBSと25傷PEGを含むPBSを加えて混和し，4。C，
3，000rpm，30分間遠心分離にてfreeとboundを分離し
た後，freeを含む上清を捨て，沈澱物の放射能をauto－
gamma　spectro皿eter（Packard　Instrument　Company
製）にて測定した，
2・2　尿中k畳磁nの測定
　2・2・1　尿中kinin測定用の検体＝後述する検討成績か
ら次のように検体を作製した．あらかじめ20mZの濃塩酸
を入れた容器に蓄尿せしめ，その一部を1NNaOHでpH
7．0に合わせ，PBSを加えて20倍に希釈し，この10～50
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μZをkininのradioimmunoassayに供した．
　2・2・2　尿中kinin測定の基礎的検討＝測定法の基礎的
検討として，まず蓄尿に対する酸性化の影響と，chromato－
graphyによる阻害物質の有無の確認，次いで全操作過程
における回収率，再現性を計測した．
　尿中にはkinin分解酵素が存在32・33）する故，蓄尿期間
内にkininの減少をきたす恐れがあるため，酸性化して
その活性を失わしむる必要がある．そこで，まず蓄尿時に
加える酸の影響を次のごとく検討した．すなわち健常者3
例3検体について，排尿直後の新鮮尿を速やかに2分割し
一方は4。Cで冷却保存，他方には濃塩酸を加えて．_性化し
室温下に放置次いで，採尿直後，6時聞，24時間後に，
後者はpH　7．0に合わせ，前者と同時に，それぞれのkinin
量を測定した．更に，健常者15例15検体の新鮮尿につい
て，2分割し，一方は4。C冷却保存，他方は濃塩酸で酸性化
し室温放置，6時間後にそれぞれのkinin量を測定した．
　一方，このkininのradioimmunoassay系に対し，尿
中に非特異的な阻害物質が存在するか否かを調べる目的で
ユ×25cmのsupe面ne　Sephadex　G－25　coユumnに合成
bradykininと空気流入下で蒸発濃縮した尿をそれぞれ通
し，pH　7．4の0．05　M　phosphate　bu恥rを用いて溶出し
た．この溶出液を1mZずつ集め，それぞれのkinin量を
測定した．
　次に，回収率は，濃塩酸で酸性化した同一の尿に0．031，
0．063，0．125，0．250ng／tube各量の合成bradykininを加
え，1NNaOHでpH　7．0とし，　PBSで希釈した後にそ
れぞれのkinin量を測定して算出した．また，再現性とし
ては，intraassay　errorおよびinterassay　errorを検討
した．前者は4本の同一検体を1回のassayで測定，それ
を5回行い，後者は同一検体を5回の異なるassayで測定
しそれぞれ算出した．
　2・2・3　測定対象：対象は健常者16例（男10例，女6例：
17～65歳），本態性高血圧症患者18例（男12例，女6例1
29～56歳），creatinine　clearance　15　m〃min以下の慢性
腎不全患者3例（男：24～42歳），特発性浮腫患老6例（女1
22～59歳），Bartter症候群患者1例（男：54歳）で，24時
間尿のkinin量を測定した．
2・3　尿中kalm（rein活性の測定
　2・3・1Kinin産生能による尿中kallikrein活性の測
定：本法の原理は尿とウシlow　molecular　weight　kini－
nogenをincubateし，生成されるkinin量をkallikrein
活性（kininogenase活性）として測定するものである．
　本法では30mM　EDTAと3mM　phenanthrolineを
含むpH　8．5の0．1　M　phosphate　bufferをincubation
bu旋rとして用いた，測定法の実際はFig．2に示すごと
50μlof　Urine　Sample
　十
250真」lof　Assay　Buffer（0．1MPhosphate，　pH．8．5
↓containing　3　mM　Phenanth「oline＆30　mM　EDTA｝
　　　　　　　コpreincubation（37　C，5min）
　↓
200μlor　Kininogen　in　Assay　Buffer｛preincubated　at　379C　｝
incubation（37　C，20　min）
　　↓
termination　of　enzymatic　reaction｛boiling，10　min　l
　↓　　　　　　　　　　↓
一§盤L　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Control　Tube
ssay　of　generated　kinin　by　radioimmunoassay
　Hg．2　Assay　procedure　for　measurement　of
　　　　urfnary　kallikrein　activity．
〈，50μZの尿と250μのbu脆rをシリコン化ガラス試験
管に入れ，37℃で5分間preincubateし，次いであらか
じめ370Cでpreincubateした1，500　ngのウシlow　mo－
lecular　weight　kininoge11を含む200μZのbufEerを加
えて，37℃，20分間のincubationを行い，直ちに煮沸温
浴により10分間加熱して酵素反応を停止し，これをサンプ
ルとする、他方，incubation直前に，10分間の煮沸加熱
によりkallikreinを不活化したものに同様操作を加え，
これをコントロールとした．サンプルとコントロールのそ
れぞれのkinin量をkininのradioimmunoassayで測
定し，サンプルのkinin量からコントロールのkinin量
を差し引いたもの，つまり生成されたkinin量をもって
kallikrein活性とした．
2・3・2　Kinin産生能による尿中kallikrein活性測定
法の基礎的検討＝Kini且生成に及ぼすincubation時間，
反応に用いる尿の量，基質つまりkininogen量，　EDTA，
phenanthrolineの影響と反応停止の際の加熱時間につい
て基礎的な検討を加え，さらに本法によるkallikrein活
性値を在来 esterase活性法によるそれと対比した．
　まずincubation時間については，50μ1の尿，250μ」の
bufferおよび200μ♂（1，500　ng＞のkininogenを用い，37。C
で10分ごとに50分までincubationし検討した．
　一方，incubati・nに用いる検体（尿）量のkinin生成に
及ぼす影響は，種々の量の尿と200μ」（1，500ng）のkini－
nogenに適当量のbu貰erを加え，最終量が500μ」になる
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ように調整し，37。C，20分間のincubationで対比した．
　また・incubationに用いる至適基質量は，50μ♂の尿，
250μZのbufferと200μ」の溶液とした0～2，000　ngの種
々の量：のkininogenを37℃，20分間のincubationによ
り検討した．
　他方，尿中にはkinin分解酵素が存在32・33）する故，反
応溶液中にはkinin分解酵素粋事剤であるEDTA，　phe－
nanthrolineの添加が必要となり，これら薬剤の効果と測
定値に対する影響を検討しなければならない．そこで，こ
の点の検討は，一定量の合成bradykininを含む100μ♂の
尿を2分し，それぞれに．30mM　EDTAと3mM　phe－
nanthrolineを添加したものと，無添加のpH　8．5の0．1　M
phosphate　buffer　450μ♂を加え，37。Cで10，20，30分間
のincubationにより行った．
　Incubation後は煮沸によりkallikreinを不活化させて
いるが，この加熱の影響は，同一尿を煮沸温浴により2．5，
5・0，7・5，10・0，12．5，15分間加熱し，それぞれのkallikrein
活性を後述するesterase活性で測定して検：解した，
　Esterase活性とkininogenase活性によるkallikrein
活性値の相関は，健常者，本態性高血圧症および腎不全患
者の24時間尿より無作為に10サンプルを選び，それぞれ
についてesterase活性とkininogenase活性を測定して
対比した，
　一方，再現性は，4本の同一検体を1回のassayで測定
してintraassay　errorを，また同一検体を4回の異なる
assayで測定してinterassay　errgrをそれぞれ算出．した．
　なお，esterase活性ρ測定はMat曲da　6顔みの方法25）
に準じた・すなわち，．αIN－p－tosy1－L－arginine　methyI
ester　hydrochloride（TA単e）を基質とし，尿とのincu－
bationによって生成され．るmethano1量（n　mol／min／mz）
をもってesterase活性とするものである．
　2・3・3測定対象：健常者13例（男5例，女8例：17～77
歳），合併症のない本態性高血圧症患老10例（男3例，女7
例：15～56歳），creatinine　clearanceが15　m〃min以下
の腎不全患者4例（男：26～43歳），慢性腎炎患者2例（男：
55，72歳），特発性浮腫患者9例（女：22～59歳），心不全
患者4例（男3例，女1例：19～49歳），原発性アルドステ
ロン症患者2例（女：28，37歳）とLicoriceによる偽性ア
ルドステロン症（女＝43歳）褐色細胞腫（男117歳）並び
にBartter症候群（男＝54歳）の各1例を対象とし，24時
間尿中kallikrein活性を測定した．
　なお，以上についての統計処理にはStudent’s　t－testを
用い，平均値はmean±SEで表示した，
3結　　果
3・1Ki雌nのradioimmunoassayの検討
　使用した3羽の家兎には，免疫開始後2週間より抗br－
adykinin抗体を認めたが，このうちの1羽でとくに高力
価の抗体が得られ，その力価は免疫開始後6ヵ月まで次第
に上昇し，以後は9ヵ月まで同一力価を維持した．なお本
研究では6ヵ月の時点の抗血清を用いた．この抗体は最終
希釈32万倍で標識抗原の30％以上と結合する高力価を示
した．
『まずFig．3にiodinateしたtyrosy！－bradyklninを
0．7×20cmのsuper丘ne　Sephadex　G－25　colulnn　chro－
matographyにより分画した際の各画分の放射活性（上段：
A）と，それぞれに十分量の抗体を添加した際の抗体との結
合能（下段：B））を示す．前者には3つの大きなpeakがみ
られた。各画分の一部をとり最終濃度が約10，000cpm／100
μZとなるようにassay　bu任erで調整し，これにassay
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Fig．3　Puri丘cation　of　iodinated　tyrosyl－bradykinin．
　　　　A）The　distribution　of　total　radioactivity　and
　　　　B）the　radioactivity　bound　to　excess　antibody
　　　　in　the　eluate　fractiQn（1．G　m♂each）from　a
　　　　super丘ne　Sephadex　G－25　column（0，7×20　cm）
　　　　with　O，1Macetic　acid　containing　O．5％bovine
　　　　serum　albumin．
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bu丑erによる200倍希釈の過剰抗体と更に200μZのassay
bu鉦erを加え，4℃で12時間incubateした後，　freeと
boundを遠心分離して抗体との特異的結合をみると，第3
のpeakのそれが90％以上を示した．また，抗体を加え
ないblank　tubeは第3のpeakで3％以下であった，一
方，第1および第2のpeakの特異的結合は極めて低い値
を示した．以上より，第3のpeakが標識bradykininで，
はじめの2つのpeakは重合物および遊離した放射性ヨー
ドであると考えられた．そこで第3のpeakをsuper丘ne
Sephadex　G－25　colu皿n　chromatographyにより純化し
た結果，その比放射能は396μCi／μ9となった．標識br－
adykininは，0．1　M酢酸中，一20℃の保存で3ヵ月まで
安定であった，
　次に，Fig．4にbradykinin，　Iysy1－bradykinin，　methi－
onyl－lysyl－bradykinin，　arginine　vasopressin　（Sigma
Chemical　Company製），　angiotensin　II（Hypertensin＝
Ciba　Pharmaceutical　Company製），ウシlow　molecu一
ユar　weight　kininogen（大阪大学蛋白研究所，加藤久雄博
士より提供）および尿検体の用量反応曲線を示す．Brady－
kinin，　lysy1－bradykinin，　methiony1－1ysyl－bradykininは
ほとんど一致した用量反応曲線を示し，尿を検体とした際
にもそれらと平行する曲線をえた．Arginine　vasopressin
およびangiotensin　IIはいずれも10　ngまで，ウシlow
molecular　weight　kininogenは1．0μ9まで，いずれも
kininとの交叉は認めえなかった．一方Fig・5には，　br－
adykininの種々のfragment（神戸学院大学薬学部，仮家
公夫博士より提供34））を示すが，本法では，1．Ongまでの範
囲で，これらのいずれとも交叉を認めなかった．なお，本
assay系の最小検出量は。，5　P9／tubeであった．
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Fig．5　Structure　of　bradykinin　and　its
　　　　fragments34），
3・2　尿中kinin測定
　3・2・1酸性化蓄尿の影響：健常者3例3検体で，酸性化
尿と酸を加えずに4℃で保存した尿のkinin量を，採尿直
後，6時間，24時間後にそれぞれ測定した結果，前者は
26．4±1．4，33．6±3．9，34．0±32Rg／mZと6時間で全例上昇
し，その後24時間まで不変， 方後者は23．5±0．3，24．1±
0．8，21．7±0．4ng／mZと6時間後までは不変で，24時間後
に僅かに減少した，また健常者15例15検体の採尿後6時
間尿について検討した結果，k in量は酸性化尿で35．3±
5．6ng／m‘で，酸を加えずに4℃に冷却保存した尿の30．4±
4・6ng／m♂より有意な高値（P＜0・01）を示し，かつ両老の測
定値には有意な正相関（r＝0，980，P＜0・001）が認められた．
　3・2・2　測定阻害物質に関する検討：本研究で開発した
kini且の．radioimmunoassay系を阻害する物質が，尿中
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Dose－response　curves　of　bradykinin，　lysy1－
bradykinin　（kallidin），　methiony1－1ysyl－brady－
kinin，　angiotensin　II，　arginine　vasopressin，
bovine　low　molecular　weight　kinillogen　and
urine　sample．
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Fig・6　Fraction　of　A）synthetic　bradykinin　and　B＞
　　　　concentrated　urine　samples　on　a　column
　　 　chromatQgraphy（1×25　cm）of　super丘ne　Se．
　　　phadex　G－25　in　O．05　M　phosphate　buffer，
　　　　pH　7，4．
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に存在するか否かを調べる目的で行った1×25cmのsu－
perfine　Sephadex　G－25　coユumn　chromatographyによ
る検討成績をFig．6に示す．合成bradykininおよび尿
を0．05Mphosphate　bufferにて溶出した際のkinin濃
度の分布はいずれも単一の鋭いpeakを示し，両者とも一
致した部位に溶出された．
　3・2・3　回収率の検討＝濃塩酸で酸性化した尿に，既知量
の合成bradykininを加えて測定した結果，回収率の平均
は98．0±2，1％であった。
　3・2・4　再現性の検討：再現性に関しては，4本の同一検
体を1回のassayで測定し，それを5回行って求めたin－
traassay　errorは4・6～18傷であった．また同一検体を5
回の異なるassayで測定して算出したinterassay　error
は9．3％であった．
　3・2・5　1日尿中kinin排泄量：尿中総kinin排泄：量を，
標準物質として使用したbradykinin量として表わし，
Fig，7に健常者並びに各種疾患患者の1日尿中kinin排
泄量を示す．健i常者は34．5±3．0μg／day，本態性高血圧症
患者は219±2・6μg／day，慢性腎不全患者は9．0±5・1μg／
day，特発性浮腫患者は16．3±1．4μ9／day，　Bartter症候群
の1例は12．0μg／dayであった．健常者に比して，本態性
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高血圧症（P〈0．005），慢性腎不全（P〈0・005），特発性浮腫
患者（P〈0．005）はいずれも有意な低値を示し，Bartter症
候群も1例のみではあるが，健常者に比して二値であった．
3・3　Kin 産生能による尿中kallikrein測定
　3・3・11ncuもation時間の検討：50μ」の尿と1，500　ng
のkininogenを50分までincubateした検討では，　Fig．
8，A）に示すように，　incubation時間が長くなるにつれて
産生されるkinin：量は増加し，　incubation時間とkinin
生成量の間に直線的な正相関（r＝0・988，Pく0，001）が認め
られた．
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Fig。7　Urinary　kinills　excretion　in　the　normal
　　　　subjects　and　in　the　patients　with　essen－
　　　　tial　hypertension，　chronic　renal　failure，
　　　　idiopathic　edema　and　Bartter，s　syndrome．
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　A）The　relation　between　kinin　generation
　aHd　incubation　time，　when　50μof　urine
　sam⇒les　was　incubated　with　1，500　ng　of
　kininogen．　B）The　relation　between　kinin
　、generation　and　incubated　urine　volume，
　、壷hen　the　incubation　was　performed　for
　．20min　with　1，500　ng　of　kininQgen．
　3・3・2検体（尿）量の検討＝種々の量の尿と1，500ngの
kininogenをincubateした結果，尿量を増すに従いkinin
生成量は増加し，両者間には高度の正相関（r＝0．999，P＜
0・001）・が得ら．れた（Fig・8，　B））・
　3・3・3基質（kiniaogen）量の検討：基質つまりkinino－
gen量の4【in｝賎一．生成に及ぼす影響をみるために，50μの
尿と0～2，QOQ・hgの種々の量のklni且ogenをincubateし
た結果，kininogen量が増すに従い生成kinin量は増加す
るが，kininogenが1，400　ng以上ではPlateauとなった．
　3・3・4Kin瓶分解酵素阻害剤の影響の検討；Kinin分
解酵素阻害剤であるEDTAおよびPhenanthroline存在
下で，尿に一定量の合成bradykininを加えて10，20，30
分間incubateしても，いずれもkinin：量は不変であっ
た．一方，kinin分解酵素阻害剤を加えずに，一定量の合
成bradykininを加えた尿をincubateすると，　incuba－
tion時間の延長とともにkinin量は減少し，30分の．in－
cubationではほぼ1／2：量となった．
　3・3・5　反応惇止時の加熱時間の検討：反応停止には，酵
素活性を不活化させる手段として煮沸加熱を行っているが
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その加熱時間の効果をみる目的で，尿を2．5分毎に0～15
分まで煮沸加熱し，それぞれのkallikrein活性をesterase
活性法を用いて検討した結果，その活性は2・5分間以上の
煮沸尿でいずれも0となり，完全に失活することが確認さ
れた．
　3・3・6Ki甑i欺ogenase活性とes亡erase活性の比較：無
作為に選んだ尿10検体によるkininogenase活性とes－
terase活性の比較検討（Fig．9）では，両群間に有意の正
相関（r＝0．939，P〈0．001）を認めた．
　3・3・7再現性；Kallikrein活性の本法によるintraas－
say　e「「o「およびinterassay　errorはそれぞれ12，7弩お
よび17．6％．と，いずれも良好な成績をえた．
　3・3・8　1日尿中kallikrein活性値；本測定法で得られ
た健常者および各種疾患患者の1日尿中kallikrein活性
をFig．10に示す・健常者の2．9±o．4μg／min／dayに比し，
本態性高血圧症患者は1・3±o．2μ9／min／day（Pく。．01），慢
性腎不全患者は。．25±o．06μ9／min／day（P〈α01），特発性
浮腫患者は1．3±0．2μ9／min／day（P＜0．01）および心不全患
者は。．5±o．1μ9／min／day（P〈o．01）といずれも有意に低
く，慢性糸球体腎炎の2例もそれぞれ1，5，！．1μg／min／day
と健常者の平均値よりは演戯を示した．一方，原発性アル
ドステロン症の2例は16．o，5石μ9／min／day，偽性アルド
ステロン症の1例は10．4μg／min／day，褐色細胞腫の1例
是
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Fig．10　Urinary　kallikrein　activity　in　normal　subjects　and　in　patients　with　essential
　　　　　hypertension，　chronic　renal　failure，　chrQnic　glomerulonephritis，　primary
　　　　　aldosteronism，　pseudo－aldosteronis皿，　pheochromocytoma，　idiopathic　edema，
　　　　　heart　fanure　and　Bartter’s　syndrome．
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は7．6μg／min／day，　Bartter症候群の1例は19．2μg／min！
dayと例数は少いが，いずれも健常者に比して極めて高い
値を示すことが注目された．
4　考　　案
　Kallikrein－kinin系の生理学的意義は古くから注目され
ていたが，今なお不明の点が少なくない．そして，この理
由の少なくとも一部には，すぐれた測定法が確立されてい
なかったことがあげられよう．そこで，我々はまず該系の
測定法の問題を解決すべく種々の検討を試みた．その結果
特異的で且つ極めて高感度のkininのradioimmunoassay
の開発に成功し，さらにこれを用いた尿中kininおよび
kallikrein活性（kinin産生能）の測定法をも確立し，腎
kallikrein－kinin系が関連すると思われる患者群について
の検討を併せ試みた，
　まずkininのradioimmunoassayについて考察する・
Kininの測定はこれまで主にbioassayによってきたが，
操作が煩雑であるため一般化するに至らず，加えて特異性
や感度の点にも問題なしとしない．一方，最近はradioim－
munoassayが普及し，　kallikrein－kinin系についても本
法を用いた測定法がいくつか報告19～22）されるようになっ
てきた，しかし，いずれも感度や特異性が充分とはいえず
従来の報告の中ではMashford　and　Robertsのそれ20）が
最も高感度といえるが，なおかつ最小検出量は50P9／tube
にとどまる．これに対し，本研究で我々が開発したkinin
のradioimmunoassayは，最：小検出量が0．5　P9／tubeとは
るかに高い感度を示す．本測定法の一部は既に報告したが
前報28）では免疫開始後3ヵ月の抗体を使用したため，最小
検出量が3pg／tube，抗体の最終希釈は8万倍にとどまっ
た．しかし，その後検索を積み重ねた結果，本研究では免
疫開始6ヵ月以降の抗体を使用し，より優れた感度（0．5
pg／tube）と高力価（最終希釈32万倍）を得ることが出来，
これは既報のいずれに比してもはるかに高感度のものとい
える．
　次に尿中kininの測定法について述べる．尿中にはbr－
adykinin，　lysyl－bradykinin（kallidin），　metbionyl－lysyl－
bradykini且の3種のkininが存在することは周知4・5，35）で
ある．従って尿中kini11を測定するには，これら3種の
kininを分別定量するか，さもなくば3者の総和を測定す
る手段として，いずれものkininに等しく親和性を持つ
抗体を得る必要がある・この点に関する従来の報告は少な
く，わずかに前述のMashford　and　Roberts20）が，彼ら
の得た抗体では，kallidinおよびmethionyl－1ysyl－brady－
kininのbradykininに対する交叉率はそれぞれ3！傷，
24傷であったと述べているに過ぎない，これに対し，我々
の得た抗体は，3種のkininの用量反応曲線が極めてよく
一致し，これを用いた本測定法では何らの抽出操作を要せ
ずに，上述3種のkininを同時測定することが可能とな
り，bradykininを標準物質とする総量で表示しうるよう
になった．しかも，検体として用いた尿の用量反応曲線
（Fig．4）はkininのそれとよく平行し，またchromato－
graphyの検討結果（Fig．6）からも，本測定系に対する非
特異的阻害物質は存在しないことが確認された．さらに，
尿に合成bradykininを加えた際の回収率は98．0±2．1傷
と極めて高くかつ安定した値を示した．以上の実験結果か
ら，本測定法はヒト尿中総kininの定量に，抽出操作を要
せぬdirect　radioimmunoassayが可能な，極めて簡便で
高感度の方法であることが確認された．一方，尿中には
kinin分解酵素が存在し，無処置で放置すると尿中kinin
は分解され減少する32・33）．患者の！日尿中kinin排泄量を
検討する上には蓄尿が必須で，そのためにはこの分解酵素
の活性を抑止して尿を蓄える必要がある．そこで我々は容
器にあらかじめ濃塩酸を加えて排泄直後の尿を酸性化し，
この酵素を不活化させた条件下に蓄尿した．そこで蓄尿時
に加える酸の影響を3例3検体で検討した結果，4℃冷却
保存尿は6時間で不変，24時間で僅かに減少するが，塩酸
処理尿は6時間で全例上昇し，その後24時間までは不変
であった．40C冷却尿で僅かに減少した理由は，この条件
下でもkinin分解酵素が多少とも活性を有し，　kininが分
解された結果と思われた．一方，酸性化野で増加した理由
の一部は，Hial　6’磁5）が報告するごとく，酸処理により
uropepsinが活性化されてurokininogenに作用し，　kinin
が産生される可能性が考えられる・そして15例15検体の
尿で検討したkinin量は塩酸処理尿が35．3±5．6　ng／m♂と，
4℃冷却尿の30．4±4．6ng／m♂より有意に高値であったが，
前者と後者は高度の正相関（r＝0．980，P〈0．001）を示すゆ
え，塩酸処理は，臨床的に尿中kinin排泄量を計測する上
にさしたる支障とはならず，kinin分解酵素を失活させる
必要性からすればこの操作は必須といわざるを得ない．
　次に健常者の尿中kinin排泄量について，　Yoshinaga
8’αZ・35）は在来のbioassayによって，10～30μ9／dayで
平均20μg／day前後と報告するが，我々の測定法では34．5
士3．0μg／dayとそれよりやや高い値を示す．この理由は不
明であるが，bioassayでは，生物学的活性がそれぞれに異
なる3種のkininの総活性をbradykinin活性として表
わし，これを総kinin量とすることが一部関係している可
能性がある・ことに尿中ではbradykininより生物活性の
劣る1ysyl－bradykinin（kallidin）が過半数を占めることを
考えれば この可能性はいっそう強いといえよう，一方，
本radioim：uunOassay系で‘よ，検索しえた範用の9種類
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のkinin　fragment（Fig．5Dこ全く交叉を認めえなかった
が，これら以外に存在するかも知れない生物学的に不活性
な代謝産物と交叉反応を示す可能性までは否定しえない．
　次いで尿中kallikrein活性の測定法について述べる．
本活性は通常；合成基質を用いてesterase活性23岬25）と
し，あるいはkininogenを基質としたkininogenase活
性26，27）として測定されている．しかし，ヒト尿中には種々
のesteraseが存在36，37）するため，　esterase活性による測
定はkallikrein活性をみる方法としては特異性に欠ける・
一方，産生されるkinin：量を指標とするkininogenase活
性による測定法は，従来はkininの測定が主にbioassay
によったため，測定操作が煩雑で，測定感度も不充分であ
った．そこで我々は，上述のような高感度で特異性に優れ
たkininのradioilnlnuDoassay法を確立したので，これ
を応用したkallikrein活性の測定法の検討を試みた．
　尿中kallikreinがkiniHogenに働いてlysy1－brady－
kinin（kallidin）を生成4・5）することはよく知られている・
そして，我々の開発したkininのradioimmunoassayで
は，3種のkininの用量反応曲線が極めて一致するため，
生成された1ysyl－bradykininを測定する場合にもこれの
みを分離するための抽出操作は不要で，合成bradykinin
をstandardとして測定することが可能と考えた．そこで
次に，本法の可否について以下の検討を試みた．まず50μZ
の尿と種々の量のkininogenを20分間incubateすると，
kininogen量が1，400　ng以上では生成kinin量はplateau
となることが明らかとなった．つまり，本法では1，500ng
以上のkininogenを基質として添加することが必要とな
る．一方，kininogenase活性をkininのradioimmuno－
assayで測定する場合には，基質として用いるkininogen
との交叉が問題である・事実，Carretero麗αZ．の報告38）
では，彼らの用いた抗体はkininogenとの交叉率が84％
であり，kininogenを除くための抽出操作を加えてから生
成されたkininを測定する必要があるという．しかし，我
々の開発したkininのradiQimmunoassayではkinin－
ogenとの交叉を1．0μgまで全く認めず，しかも実際の測定
は50μZの尿を200μ♂のkininogen（1，500　ng）とincubate
し，さらにその1／50ないし1／100の量を最終assayに用い
るため，assay　tubeに含まれるkininogen量は最大でも
30ngである．従って，本法では基質として加えるkinin－
ogenはradiQiln皿unoassay系を干渉しえず，　Carretero
麗αz．38）が述べるような抽出操作は不要となる．加えて，
kininogen量を1，500ngと一定にした場合，生成される
kinin量は，　incubation時間を一定にすれぽ添加した尿
量と，また添加尿量を一定にすれぽincubation時間と，
いずれも直線的な正相関を認めた（Fig．8A），　B））．さらに
Fig．9に示すように，本kininogenase　assayによるka1－
likrein活性とesterase　assayによるそれとは極めて良好
な相関を示すといえる．さらに，前述のごとく，尿中には
本kinin　radioimmunoassay系を阻害する物質は存在せ
ず，尿中kinin量を直接測定しうるため，煩雑な抽出操作
を要せずに，kininogenase活性として尿中kallikreinの
測定が可能であることが確認された・
　最後 本研究で確立された尿中kininおよびkallikrein
測定法の臨床応用について述べる・まず，本態性高血圧症
患者および腎不全患者は，健常者に比して，尿中kallikrein
活性，kinin排泄量がともに有意な二値を示した．また尿
中kallikrein活性は，原発性アルドステロン症，偽性ア
ルドステ巨ン症，褐色細胞腫患者で高値，慢性糸球体腎炎
患者では低値であった．これらは現在まで報告されている
諸家の成績とよく一致する．一方，特発性浮腫患者，心不
全患者では，健常者に比して，明らかな尿中kallikrein活
性の低下が認められた．これらの患者群については，未だ
他に報告をみず，今後さらに詳細な検討を要すると思われ
るが，二目kallikrein－kinin系の抑制が浮腫発生に何らか
の役割を果している可能性がうかがわれ，極めて興味深い
所見と考える，最後にBartter症候群の1例では，尿中
kallikrein活性が高値，尿中kinin排泄量は低値と，両者
の間に乖離を認めた，この点に関し，Vinci　8厩♂，39）は，
Bartter症候群患者の尿中kallikreinは血漿aldosterone
により，また尿中kinin排泄：量はkallikreinではなく
prostaglandinによってより強力に調節されていると述
べ，今後は更にkinin分解酵素活性なども含めた詳細な検
討を要するものと思われた．
5結　　語
　合成bradykininに対する抗体と1251で標識したtyr－
osyl－bradykininの組み合わせにより，高感度でかつ特異
性の優れた尿中kininのradioimmunoassayと，それを
応用した簡便な尿中kallikrein活性の測定法を確立した．
　まず，carbodiimide法により合成bradykininはウシ
血清albuminと結合させ，　complete　Freund’s　adjuvant
でemulsion化したもので家兎を免疫，免疫開始後6ヵ月
で最終希釈32万倍で標識抗原の30％以上と結合する高力
価の抗体を得た．次に，標識抗原はch1Qra皿ine　T法の
変法により，合成 y sy1－bradykininを125工で標識して
作製した．比放射能は396μCi／μgで，最小検出量：は。，5
pg／tubeと極めて高感度であった．　Bradykinin，　lysyl－
bradykinin，　methiony1－lysy1－bradykininの用量反応曲
線は良く一致し，bradykininをstandardとして得られ
る値は，これら3種のkininを含む尿中総kinin量：を表
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わすことが確認された．他方，chromatographyによる検
討の結果，尿中には本測定系．を阻害する物質は存在せず，
抽出操作が不要なdirect　radioimmunoassayが可能と
なった、
　一方，50μ♂の尿と1，500ngのkininogenをkinin分
解酵素阻害剤存在下でincubateし，生成さ．れたkinin量
を上述radioimmunoassayで測定することにより，尿中
kallikrein活性（kinin産生能）の新測定法を確立した．
本法では，kininogenとは少なくとも1．0μgまで交叉せ
ず，実際に生成kinin量を測定する際のkininogen量は
30ng／t．ube以下であるため，　kininogenを除去するための
抽出操作は不要であった．本測定法によって得ら．れた尿中
kallikrein活性（kinin産生能）とesterase活性の間には
良好な正相関が得られた．
　以上の測定法を用いて計測した患者群の尿中kinin排泄
量，kallikrein活性は以下のごとくである。まず，尿中
kinin排泄量は，健常者16例，本態性高血圧症18例，慢
性腎不全3例，特発性浮腫6例，Bartter症候群1例で，
それぞれ34．5．±3．0μ9／day，21．9±2．6μ9／day，9．o±5．1μg／
day，16．3±1．4μg／day，12．0μg／dayを示し，健常者に比し
て本態性高血圧症，慢性腎不全，特発性浮腫の患者は有意
に低値で，Bartter症候群の患者1例も低値であった，次
に尿中kallikrein活性は，本態性高血圧症10例，慢性腎
不全4例，特発性浮腫9例，心不全4例で，それぞれ1，3±
0．2μg／min／d．ay，0．25±0．06μg／min／day，1．3±0．2μg／min／
day，　o．5±o．1μ9／min／dayと，健常者13例の2．9±o．4μ9／
min／dayに比して有意に低く，慢性糸球体腎炎の2例も低
値を示した．一方，原発性アルドステロン症，偽性アルド
ステロン症，褐色細胞腫，Bartter症候群の各1例は，い
ずれも健常者に比して明らかに高値であった，
　　　以上，本研究で確立したradioimmunoassayによる
尿中kinin並びに尿中kallikr母in活性の測定法は，極め
て簡便かつ高感度で，腎性kallikrein－kinin系の役割を検
討する上に非常に有用であると考えた．
　稿を終えるにあたり，御指導，．御校閲いただいた飯村攻
教授に深謝致します．
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